肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，发病率及病死率呈明显增高的趋势。虽然近年来在肺癌的诊断和治疗上有了很大的进展，但是肺癌患者的5年生存率仍未超过16%^\[[@b1]\]^。肿瘤干细胞学说认为，肺癌组织中一类数量较少但具有较强的致瘤性、自我更新、无限增殖以及分化潜能的细胞是肺癌发生、发展、转移、复发、耐受放化疗以及肺癌细胞具有侵袭性的主要原因，因其具有干细胞样特性被称为肺癌干细胞。在肺癌组织中靶定并清除这类肿瘤干细胞或许会给肺癌的治疗带来更为有效的方案^\[[@b2]\]^。近年研究发现在人类多种实体肿瘤中存在CD133^+^肿瘤干细胞，如肺癌、室管膜瘤、前列腺癌、结肠癌、肝癌、喉癌、黑色素瘤、卵巢癌、胰腺癌^\[[@b3]\]^、骨肉瘤^\[[@b4]\]^及胆囊癌^\[[@b5]\]^等。随着在脑肿瘤干细胞中AC133/AC141阳性细胞群的发现，以AC133和AC141表位作为标记已经广泛应用于其他实质性肿瘤干细胞的纯化。有些机构联合应用AC133和AC141表位作为肿瘤干细胞的标记物。但已有研究^\[[@b6]\]^检测到AC133与AC141表位表达的不一致；并且即使能够检测到CD133蛋白的存在其表位也可能缺失^\[[@b3]\]^。此外，有研究^\[[@b7],\ [@b8]\]^显示CD133的表达受氧浓度水平调节。此外还未确定的CD133的生物学功能、是否存在CD133阴性的肺癌干细胞以及目前流式细胞术进行细胞分析时存在的潜在技术缺陷，提示若在实验中用CD133作为肺癌干细胞的标记物需要进行严密的评估以及慎重的考虑，并且要重视其它一些直接参与保持肺癌干细胞特性的肿瘤干细胞表面标记物。

1. 干细胞与肿瘤干细胞 {#s1}
=====================

干细胞是一类具有自我更新、无限增殖和多向分化潜能的细胞。1959年Makino等^\[[@b9]\]^首次提出肿瘤干细胞假说，并指出肿瘤可能由肿瘤干细胞产生。直到2001年肿瘤干细胞这一概念才被正式提出。肿瘤干细胞学说认为肿瘤组织中存在一类数量较少，但是具有较强致瘤性，自我更新、无限增殖以及分化潜能的细胞，因其具有干细胞样特性被称为肿瘤干细胞（cancer stem cell, CSC）。这类细胞是肿瘤发生、发展、转移、复发、耐受放化疗以及肿瘤细胞具有侵袭性的主要原因。目前研究认为肿瘤干细胞与干细胞存在以下相似点：①均具有自我更新、无限增殖和分化潜能，不同的是干细胞的增殖具有稳定性，当组织处于稳定状态时，平均一个干细胞产生一个子代干细胞和一个特定分化细胞，其干细胞总数保持恒定，而肿瘤细胞无自稳定性的特点；②均存在相似的生长调控信号通路，如Wnt/β-catenin^\[[@b10]\]^、Notch、Shh（Sonichedgehog）和Bmi-1等信号通路^\[[@b11]\]^，它们的异常表达可引起细胞过度增殖而导致肿瘤发生；③具有端粒酶活性以及扩增的端粒重复序列，而人类终末分化体细胞不具有或者具有极低的端粒酶活性^\[[@b12]\]^；④具有比较类似的表面标志物，如lnestin、CDl33、sox-2、musashi-1、Bmi-l、survivin、ABCG-2等；⑤干细胞具有迁移的特性，而CSCs则具有转移的能力；⑥长期处于细胞增殖周期的静止期（G~0~）；⑦均通过对称及不对称两种方式分裂；⑧干细胞与CSCs在一定的条件下还可以相互转化，如胚胎植入体内可以诱导分化成畸胎瘤，而畸胎瘤细胞注入鼠囊胚内可以形成正常胚胎。

2. CD133的发现 {#s2}
==============

人CD133蛋白与鼠prominin-1（一种富集于神经上皮干细胞顶端表面微绒毛上的表面蛋白）有大约60%的同源性^\[[@b13]\]^，故也称人CD133为人prominin-1。CD133是一个5次跨膜糖蛋白，最初于1997年作为CD34阳性造血干细胞上的表面抗原被AC133单抗靶定而被发现^\[[@b14]\]^。与此同时测定其分子量约为97 kDa，由865个氨基酸组成^\[[@b15]\]^，包括85个氨基酸N端胞外域、5个跨膜区、2个大的胞外环（包含8个潜在的连接N端的糖基化位点）以及一个由50个氨基酸组成的胞内尾端。有研究^\[[@b14]\]^表明AC133抗原是一个表观分子量为120 kDa的糖基化蛋白。同年发现了另一个CD133糖基化表位-AC141^\[[@b15]\]^。荧光激活细胞分选术（fluorescence-activated cell sorting, FACS）显示抗AC133抗体和抗AC141抗体能够识别空间结构特异的表位^\[[@b14]\]^。对经过衣霉素处理的细胞进行免疫沉淀试验发现AC133和AC141都能够识别糖基化的结构^\[[@b15]\]^，提示由抗AC141抗体所识别的CD133的糖基化表位与抗AC133抗体所识别的CD133的糖基化表位空间结构不一致，分别称为AC133表位和AC141表位。针对AC133表位和AC141表位开发出了商业化的单克隆抗体CD133-1和CD133-2，并被广泛用于CD133表达的检测^\[[@b3]\]^，可以认为AC133和AC141只是糖基化CD133表位的两个亚型。

3. CD133阳性的肺癌细胞 {#s3}
======================

Eramo等^\[[@b16]\]^检测到肺癌组织中存在CD133阳性的肿瘤细胞，其数量较少，但与对照组的正常肺组织相比肿瘤中CD133表达的百分比总是高。选取的肿瘤组织类型包括鳞癌、腺癌、大细胞肺癌以及小细胞肺癌。进一步定量检测发现CD133表达百分比与肿瘤亚型无明显相关性。同时检测到CD133阳性的非小细胞肺癌表达上皮细胞粘附因子（Ep-CAM），与结肠癌相似^\[[@b17]\]^，表明肺癌中CD133阳性的肿瘤细胞与未分化的上皮细胞数量增多有关。Eramo等^\[[@b16]\]^将CD133阳性肺癌细胞和CD133阴性肺癌细胞从肺癌标本中分离出来分别移植入小鼠中，CD133阳性的肺癌细胞能够在小鼠中再生出原始肿瘤，但CD133阴性的肺癌细胞则缺乏这种能力。进一步量化将104个CD133阳性肺癌细胞经皮下注射移植入SCID小鼠可再生出原始肿瘤，但是105个CD133阴性肺癌细胞以同样的方式移植入同样的小鼠却未能再生出原始肿瘤，表明CD133阳性的肺癌细胞与CD133阴性的肺癌细胞相比具有更强的致瘤能力。与其他肿瘤中发现的致瘤细胞类似，CD133阳性的肺癌细胞较CD133阴性的肺癌细胞具有更强的增殖及自我更新潜能。分别将CD133阴性的肺癌细胞和CD133阳性的肺癌细胞在相同的适宜培养条件下进行体外培养，CD133阴性肺癌细胞在培养2周-3周后逐渐死亡，且未能获得CD133表位表达；1个-2个月后CD133阳性肺癌细胞形成肿瘤球并继续生长，检测肿瘤球发现其含有数量较多的自我更新细胞约为5%-30%。此外，CD133阳性肺癌细胞在一定的培养条件下能够生发出相应类型的肺癌细胞，经检测发现其表达谱系特异的标记物，但丢失了CD133的表达。

Bertolini等^\[[@b18]\]^也发现在原发非小细胞肺癌组织中CD133阳性细胞远比正常肺组织多，并且表现出干细胞样特性以及对于铂类药物的耐受。Chen等^\[[@b19]\]^从肺癌组织样本中分离得到CD133阳性肺癌细胞和CD133阴性细胞，发现CD133阳性的肺癌细胞高表达Oct4。Oct4表达于多能胚胎干细胞，并可以作为多能胚胎干细胞的一个重要标记物^\[[@b20]-[@b22]\]^。同时，Chen等^\[[@b19]\]^测得CD133阳性的肺癌细胞，高度共表达多重耐药标记ABCG2，并表现出较强的耐受放化疗特性。ABCG2最早发现于乳腺癌细胞株MCF-7/Adr-Vp3000中，并被认为与乳腺癌多耐药性相关^\[[@b23]\]^。目前已被证实多种肿瘤干细胞中表达ABCG2并与其耐药性相关。

近年来根据CD133阳性肺癌细胞存在的干细胞特性进行了较多的研究。Woo等^\[[@b24]\]^对177例Ⅰ期肺腺癌患者的样本分析发现，高表达CD133患者其5年无瘤生存率显著低于低表达CD133患者，并认为CD133阳性肺腺癌细胞表达率的高低可作为一个独立因子来评价患者术后肿瘤的复发情况。另有报道^\[[@b25]\]^称CD133与非小细胞肺癌耐药性相关，但是与患者生存期无明显关联。随着研究的深入或许在不久的将来CD133将成为临床上肺癌诊断、预后的重要指标。更为重要的是，若能够靶定CD133肺癌细胞并抑制其活性进而将其清除，或许将会给肺癌的临床治疗带来新的突破^\[[@b26]\]^。

4. CD133作为肺癌干细胞表面标记物的局限性 {#s4}
========================================

4.1. AC133和AC141作为肿瘤干细胞标记表位的争论 {#s4-1}
---------------------------------------------

到目前为止，几乎所有CD133相关的实验都运用到抗AC133抗体和抗AC141抗体这两种单克隆抗体，其最初是用来纯化和标记造血干细胞及其前体细胞，后来用作鉴定CD133表面抗原^\[[@b14]\]^。虽然运用抗AC133和抗AC141单抗来纯化和鉴定肺癌干细胞群的成功报道越来越多，但是在解读这些结果的时候需要考虑以下几点：①目前已经证实AC133和AC141是两个空间结构不同的糖基化表位^\[[@b14],\ [@b15]\]^，但是AC133和AC141在分子水平上的属性还没有确切的证据，在CD133蛋白上被AC133、AC141单抗靶定的氨基酸残基的精确定位还没有十分明确^\[[@b3]\]^；②虽然AC133和AC141单抗常规用以分析以及提纯细胞，但是在骨髓增生异常综合征和急性髓系白血病患者中其骨髓前体细胞和外周血干细胞上的AC133和AC141表位表达不一致^\[[@b6]\]^。有研究^\[[@b27],\ [@b28]\]^表明AC133和AC141表位独立于CD133蛋白或其mRNA而表达下调，并且发现CD133蛋白的mRNA其组织分布的广度更甚于AC133表位的表达范围^\[[@b15]\]^；③CD133存在诸多亚型，人类CD133基因包括在4号染色体上至少152 kb长的37个外显子，迄今已有报道过人和鼠中存在数个CD133的亚型^\[[@b29]-[@b31]\]^，如一种CD133亚型（称为CD133-2）缺乏外显子4，导致其胞外域N端缺失9个氨基酸，但被认为是造血干细胞上主要的CD133亚型，并且推测其能够被AC133和AC141单抗所识别。AC133和AC141只是CD133蛋白的两个糖基化表位，目前对于缺失AC133和/或AC141表位的CD133亚型是否存在还是一个未知数，以及不能完全排除AC133/AC141抗体还可识别CD133以外其他分子上的糖基化表位的可能^\[[@b5]\]^。有研究^\[[@b28]\]^采用非糖基化依赖的CD133抗体，发现分化后的Caco2细胞仍然恒定表达CD133未明显降低。因此，没有经过确切检测CD133蛋白或mRNA水平而把AC133或AC141表位阴性的细胞称之为CD133阴性细胞不合理，将CD133的糖基化表位作为肿瘤干细胞的标记比CD133蛋白水平可能要更确切^\[[@b3]\]^；④AC141单抗与细胞角蛋白18存在交叉反应^\[[@b32]\]^，这对经过固定的细胞或者破坏了细胞膜的细胞进行免疫组化研究时将会是一个干扰因素^\[[@b3]\]^。

4.2. CD133的生物学功能尚不明确 {#s4-2}
------------------------------

目前对CD133或其糖基化表位在调节肿瘤干细胞表型时是否起着直接的作用还不清楚，对于CD133的生物学功能还知之甚少^\[[@b3]\]^。CD133位于各类细胞中质膜的突出部，其与膜部胆固醇相互作用，并且作为脂微域的标记物^\[[@b33]\]^。推测这些膜微域中富含维持干细胞特性的组分，一旦通过细胞的不对称分裂将其丢失，或许会促进细胞的分化^\[[@b34]\]^。有研究^\[[@b35]\]^证明单个核苷酸的缺失会造成CD133的缩短从而导致视网膜变性。迄今为止尚缺乏定向敲除CD133的研究，对AC133/AC141阳性的肺癌干细胞进行定向敲除CD133，然后检测其致瘤能力，这或许会在确定CD133是否在肺癌干细胞的致瘤性中扮演重要角色提供进一步的实验依据^\[[@b3]\]^。

4.3. CD133阴性的肺癌干细胞 {#s4-3}
--------------------------

因为存在很多影响CD133表达的因素，所以不能完全排除存在CD133阴性的肺癌干细胞的可能性。有多项研究^\[[@b36]-[@b39]\]^认为存在CD133阴性胶质瘤干细胞的可能性。董强刚等^\[[@b40]\]^检测了A549和SPC-A1肺腺癌细胞，未检测到CD133特异性mRNA，进一步采用流式细胞术也未检测到CD133蛋白表达，表明可能存在CD133阴性的肺癌干细胞。Meng等^\[[@b41]\]^检测A549和H445肺癌细胞发现，CD133阴性细胞和CD133阳性细胞一样具有成瘤、自我更新、增殖、分化、侵袭以及耐受化疗的特性，并认为A549和H446肺癌细胞中CD133阴性细胞和CD133阳性细胞均包含有肺癌起始细胞即肺癌干细胞。

4.4. 氧浓度水平调节CD133的表达 {#s4-4}
------------------------------

有研究^\[[@b7],\ [@b8]\]^发现在培养髓母细胞瘤和神经胶质瘤细胞时降低给氧量（20%降至2%-3%）能够增加AC133和AC141的表达及CD133mRNA的水平，并且已经证明低氧能够促使CD133阳性的胰腺癌细胞更具侵袭性以及增殖能力^\[[@b42]\]^。在体外进行肿瘤干细胞培养时的氧浓度水平约在20%左右，肺癌在人肺组织中生长环境的氧浓度水平以及将CD133阳性肺癌细胞通过皮下注射移植入SCID鼠建立肿瘤再生模型时，其生长环境的氧浓度水平目前还没有一个确切的数据，可能会因为氧浓度水平的不同导致CD133的表达水平有所差异，并因此影响其致瘤潜能。因此，今后需要进一步的实验测定不同环境的氧浓度以及氧浓度在肿瘤干细胞试验中是否为一个重要的实验变量。

4.5. 流式细胞术的局限性 {#s4-5}
-----------------------

目前流式细胞术广泛应用于检测CD133，被认为具有高精确性及高特异性^\[[@b43]\]^，但仍存在一定的局限性，包括以下几方面：①有研究^\[[@b15],\ [@b44]\]^称CD133的865个氨基酸的序列中存在79个胰酶切割位点，其中亦包括多个存在于CD133糖基化胞外域中的位点，胰酶消化分离细胞可能会影响CD133的形态结构和/或功能，从而影响其分选；②有报道^\[[@b44]\]^在胞浆中发现存在CD133蛋白，而这部分蛋白不会被流式细胞仪所检测出来，导致CD133的检出率下降；③有研究^\[[@b45]\]^认为经过流式细胞术分选的CD133阳性细胞在进行体外培养时会影响其以肿瘤球的形式生长；④对CD133表达程度的描述存在主观性。

综上所述，在当前肺癌干细胞的研究中CD133充当着十分重要的角色，但是CD133作为肺癌干细胞标记物仍存在诸多的疑问和未知。由于影响因素较多且较为复杂，甚至可能很多影响因素还未被意识到，当应用CD133对肺癌干细胞进行鉴定提纯时，要持有谨慎的态度。目前多种实体肿瘤已联合应用多个标记物来鉴定提纯肿瘤干细胞，这在当前的肺癌干细胞研究中亦不失为一种尝试。当然，寻找特异性的肺癌干细胞标记物和基因表达谱仍是今后努力的方向，并期望由此给临床肺癌的诊断和治疗开创新的局面。
